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図-1：10 MVエックス線及び 155 MeV陽子線のエネルギー分布図. 
  


































































2-oxo-3-(phenylhydrazono)-butanoic acid (OPB)になる（15）。 
図-4：エダラボンのラジカル除去反応（15）． 

















MOLT-4細胞を実験対象とし、200 kV 20 mAエックス線、155 MeV 陽
子線のプラトーとブラッグピーク近傍での照射により生じるDNA
の塩基損傷とDNA二本鎖切断の生成を比較する事とした。 
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行った。アイソセンターにTEPC（LET1/2; Far West Technology Inc, 


























分で、lineal energy値がそれぞれ4.48 ± 0.56 keV/μmと7.02 ± 
0.08 keV/μmとなった（図-7）。 





2.4 200 kV 20 mAエックス線のlineal energy値について 
一方、本研究で利用したエックス線照射装置は日本放射線医学
総合研究所のPantac HF-320-Sの200 kV 20 mAエックス線装置であ
る。Okamotoらはこの装置を用い、上記と全く同様の方法でマイク
ロドシメトリを行い、その結果を報告している（18）。そこで、
本研究ではその結果に基づき、200 kV 20 mAエックス線のlineal 
energy 値を、4.51 ± 0.05 keV/μmとして、以下のデータ解析を
行った。 
 














① T75 フラスコに培養した対数増殖期の MOLT-4 細胞浮遊溶液を
1.8X106個/ml、20 ml以上になるように調整する。 
② MOLT-4細胞浮遊溶液を 50 μlずつ 96ウェルプレートの各ウェ
ルに播種し（0.9X105個/well）、1時間インキュベーター内に静
置する。 
③ エダラボン（最終濃度はそれぞれ、1 μM、 10 μM、 100 μM、 
1 mM、2 mM、4 mM、8 mM）を細胞と 0〜24時間接触させる（こ
のときコントロールのウェルには MOLT-4 細胞は入れず RPMI 
medium(10% FBS+, PS+)とエダラボン水溶液のみとする）。 
④ CCK-8 キット（Cell counting kit-8, Dojindo Laboratories, 
Kumamoto, Japan）を各ウェル 10 μl ずつ添加して呈色反応を
行い、4 時間後にマイクロプレートリーダーで吸光度を測定す
る（測定波長 450 nm）。 
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3.3 実験結果 
 エダラボンの添加濃度が1 μM、10 μM、100 μMの場合、24時
間接触後のMOLT-4細胞の生存率はそれぞれ98.34 ± 2.22%、97.92 
± 1.36%、88.86 ± 2.43%であった。エダラボン１mMを添加した
サンプルの細胞生存率は接触時間が長くなるとともに下がって行
った。エダラボン2 mM、4 mM、8 mM添加した場合のMOLT-4細胞の
生存率は20-30%であった。（図-8）。本研究では細胞に対する影響
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① サケ精子DNA（ST-DNA, Sigma）20 mgと蒸留水（DW）10 mlを大
気条件で50 ml遠心チューブ中で混ぜた後、アルミホイルで遮
光して10分撹拌して溶解する。 
② エダラボン（M.W.=174.2) 17.42 mg DW 10 mlに溶解し、超音
波を用いて充分に溶解する。 
③ ST-DNA溶液とエダラボン水溶液を混合し、サンプルのST-DNAの
最終濃は1 mg/ml、エダラボンの最終濃度は0 μM、 1 μM、 10 
μM、 100 μMに調整する。 
④ サンプル2 mlを、自家製の容器に入れ、200 kV 20 mAエックス
線、155 MeV陽子線をプラトー（7.2 mm water depth）とブラ













に対して 1.0 mM エチレンジアミン四酢酸（EDTA）を 100 μl
加えて 95℃で 5分間（恒温水槽）加温し、終了後直ちに氷に漬
ける。 
② 1.0 μl 2M 酢酸ナトリウム、10 μl 核酸分解酵素 P1（nuclease 
P1, Wako Pure Chemical Industries Ltd, Osaka, Japan）を
加えて、37℃で 70 分間、恒温水槽で保温する。 
③ 16 μl 1 Mトリス塩酸バッファー（Tris-HCl、pH 7.5）、4 μl
アルカリホスファターゼを加えて、37℃で 70 分間、恒温水槽
で保温する。 
④ サンプルを遠心（15,000 rpm、3分、4℃）する。 
⑤ 上清を濾過フィルター付き遠心管（Ultrafree-MC Amicon）に
移し、遠心（10,000 rpm、3分、4℃）する。 
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⑥ 上清液を HPLC-ECD 法で 8-OHdGの生成量を検出する。 
4.2.3 HPLC-ECD法による 8-OHdGの検出 
8-OHdG のピークは HPLC 装置の ECD 検出器（electrochemical 
detector, coulochem2; Dionex Company, CA, USA）、dG のピーク
は UV 検出器（UV-970; JASCO Corporation, Tokyo, Japan）で検
出する。移動相には超音波で脱気した 10 mMリン酸-1-ナトリウム
8%メタノール溶液を使用し、抽出したサンプルをオートサンプラ























































200 kV 20 mAエックス線と155 MeV陽子線のプラトー、ブラッグピ
ーク近傍での8-OHdG生成量をHPLC-ECD法で測定した。その結果、


























① ST-DNA 2 mg を DW 10 ml に混合させた後、手で 10 分間撹拌し
て完全に溶解させる。 
② エダラボン (M.W.=174.2)3.484 mgを 10 ml DWに加えて撹拌し
（アルミホイルで遮光）充分に溶解させる。 
③ ST-DNA溶液とエダラボン水溶液を混ぜ、サンプルのST-DNAの最
終濃度が0.2 mg/ml、エダラボンの最終濃度が0 μM、 100 μM
になるように混合させる。 
④ サンプル2 mlを、自家製の容器に入れ、200 kV 20 mAエックス
線、155 MeV陽子線プラトー（7.2 mm water depth）とブラッ
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（ethidium bromide; Wako）2.5 μlを加えてよく混合させる。 
③ TAEバッファーアガロース溶液を型に入れて、室温でアガロー
スゲルを固める。 




プル 20 μlにローディングバッファー2 μlを添加する）。 
⑥ 電圧 100 Vで、25-35分間電気泳動する。 
⑦ 電気泳動後のアガロースを 4℃の冷蔵庫で 1-2時間静置し、ロ
ーディングバッファーが消えるまで待つ。 
⑧ UVカメラで撮影し、画像を「Image J」ソフトウェア（U.S. N














次に、以下の計算式を用いてDNA損傷の頻度（the frequency of DNA 
breaks）をΦ = [ L ] n , + -1 - [ L] n ,0 -1として求めた。ここ






































ST-DNA溶液を対象として、200 kV 20 mAエックス線と155 MeV陽
子線プラト （ー7.2 mm water depth）及びブラッグピーク近傍（131.4 
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ンの防護効果には有意な差は認められなかった。 





















濃度が 4X107個/ml なるように培養液（FBS-、PS-）で稀釈する。 
② エダラボン(M.W. = 174.2)原末 1.742 mg を 5 ml RPMI medium
（FBS-、PS-）に加えて撹拌し、（アルミホイルで遮光）充分に
溶解させる。 
③ 照射の 5 分前に MOLT-4 細胞溶液にエダラボンを添加し（エダ
ラボンの最終濃度が 0 μM、100 μM）、その細胞溶液を照射容





ク近傍、ならびにエックス線で、其々0.5 Gy 、1 Gy、2 Gy の
照射を行う。 
① 細胞溶液を 0.4 mlずつに分け、インキュベーターで培養する。 
6.2.2 γ−H2AXの蛍光免疫染色 
② 照射後 10分、30分、1時間、6時間に細胞浮遊液をマイクロチ
ューブ遠心機で遠心し、4% ホルマリン 1 mlを入れて 10分間、
室温で固定する。 
③ 細胞浮遊液をマイクロチューブ遠心機で遠心し、１ ml のリン
酸緩衝生理食塩水（PBS）で 3回洗う。 
④ 0.5% Triton X-100（Merck Ltd, Hesse, Germany）1 mlを入れ
て 15分、室温で反応させ、膜透過性を高める。 
⑤ 細胞浮遊液をマイクロチューブ遠心機で遠心し、１ ml PBS で
3 回洗う。 
⑥ 3%ウシ血清アルブミン（BSA; Wako）1 mlを入れて室温で 30分
ブロッキングする。 
⑦ 500倍希釈した一次抗体（H2AX(Ser139) monoclonal antibody; 
Millipore Corporation, MA, USA）200 μl を入れて室温で 1
時間反応させる。 
⑧ 細胞浮遊液をマイクロチューブ遠心機で遠心し、１ ml の PBS
で 3回洗う。 
⑨ 1000 倍希釈した二次抗体（Alexa Fluor 488-labeled donkey 
anti-mouse immunoglobulin G(H+L) antibody; Life 
Technologies Japan Ltd, Tokyo, Japan）と DAPI（ Wako）の
混合液 を 200 μl 入れて室温で 1時間反応させる。 
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⑫ 封入剤(mounting medium; DAKO)をスライドガラス上に滴下し、
カバーガラスで封入する。 









「focicounter」というソフトウェア（Institute of Theoretical 





























kV 20 mAエックス線、155 MeV陽子線プラトー（7.2 mm water depth）
















biological effectiveness: RBE）は一般的には 1.1とされている
（21)。しかし、治療用の 200 MeV 陽子線と同じく治療用 10 MV エ
ックス線の効果を比較した我々の研究成果からは、MOLT-4細胞を
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